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摘要; 纯化 毛 足 桩 骨 蝗 ( Dosyhippus barbipes 】 虫 体 组 织 的 高 分 子 量 基因 组 DNA , 经 限制 性 内 切 栈 Sau3AI 
部 分 消化 后 ，10% ~ 4 各 0% 芒 糖 密度 梯度 离心 分 离 10~ 20 kb 的 DNA 片段 。 以 站 MBL3 为 克隆 载体 ,与 10 ~ 20 kb 
的 DNA 片段 进行 连接 和 包装 ， 构 建 了 毛 足 棱角 蝗 的 基因 组 DNA 文库 。 经 测定 该 文库 的 滴 度 是 2 x 105 pfu/mL， 
根据 计算 .99% 的 毛 足 棒 角 蝗 的 基因 包含 在 该 基因 组 文库 中 ， 
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Construction of a Genomic DNA Library of 
the Locust, Dasyhippus barbipes 
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Abstract: High molecular weight penomic DNA from the grasshopper, Dasyhippus barbipes was extracted and par- 
tially digested with Sau3AI. 10- 20kb DNA fragments were collecled by 10% - 40% sucrose densily gradient centrifuga- 
tion and ligated into lambda EMBL3 vector. Recombinant DNA was packaged in vitro , then construction of the genomic 
DNA library in Dasyhippus barbipes was completed The titer of the library ia 2 x 10 pfu/mL, and the genomic DNA li- 
brary consists of 99% genes of Dasyhippus barbipes . 
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全 世界 大 约 有 500 种 蝗虫 被 列 为 主要 的 农作物 
和 牧场 害虫 (Peveling et ai. .1999)。 蝗 虫 ,特别 是 东 
亚 飞 粕 (Zousta migratioria ), 则 是 重要 的 昆虫 学 材 
料 和 研究 昆虫 生长 发 育 的 模式 昆虫 。 毛 足 棒 角 星 
( Dasyhippus barbipes ) 因 是 我 国内 蒙古 草原 生态 系统 
中 的 重要 牧场 害虫 而 受到 广泛 的 关注 。 

目前 ,从 飞 蝗 的 脑 复合 物 中 已 分 离 出 多 种 神经 
肽 ,如 Locustamyotropins  - KR 和 Locustapyrokinins 
工 - 工 ,它们 都 有 TIXPRL( 葵 两 -X- 腑 - 精 - 亮 氨 
酸 ) 五 肽 C 端 ,所 有 这 些 肘 都 能 激发 蜂 螂 后 肠 和 飞 
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蝗 输 卵 管 收 缩 。 实 验 表 明 Myotropin 生物 活性 中 心 
是 C 末端 的 FXPRL 五 肽 序列 (Sehoofe er ai,， 
1993) 。 

近年 来 ,昆虫 神经 肽 的 研究 进展 表明 :拥有 FX- 
PRL C 末端 五 肽 序列 的 神经 肽 在 昆虫 中 广泛 分 布 ， 
如 家 每 ( Bombyx mori ) 流 童 激素 (Bom-DH}( 徐 卫 华 
等 ,1995) .家 盘 性 激素 激活 合成 肽 (Bom-PBAN ) (Xu 
st ol .,1995) 棉铃 虫 ( Helicoverpa armigera ) 潍 育 激 
素 (Har-DHY (Zang et al.,1999)、 玉 米 夜 蛾 (Helicov- 
erpa zea ) 性 激素 激活 合成 须 (Hez-PBAN )(Raina et 
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a1 . ,1989) 和 和 丫 虫 ( Pseudaletia separata ) 表 皮 着 色 激 
素 (Pss-MRCH)(Matseumoto et al . ,1992) 都 含有 该 序 
列 。 含 有 FXPRL 五 肽 序列 的 昆虫 神经 肽 在 昆虫 各 
种 各 样 的 生理 过 程 中 起 着 重要 作用 ,如 肌肉 收缩 .性 
激素 诱导 、 滞 育 诱导 和 色素 形成 等 。 交 叉 功能 活性 
研究 表明 Locustamyotropins ,激发 家 等 的 性 激素 合 
成 ,也 能 诱导 帖 虫 表皮 着 色 。Locustapyrokinins 神经 
肽 能 诱导 鳞 翅 目 家 等 的 显著 洁 育 活性 (Schoofs et 
过. ,1997)。 

随 着 生物 技术 的 飞速 发 展 , 用 分 子 生 物 学 方法 
寻找 新 型 神经 肽 成 为 近年 倍 受 瞩目 的 方法 。 利 用 不 
同 昆虫 种 间 某 种 神经 肪 的 相似 性 ,以 已 知 神经 及 的 
核 苷 酸 序列 作为 引物 或 探 针 ,克隆 未 知 的 神经 肽 基 
因 - 如 以 烟草 天 是 (anduca sexta ) 的 羽化 激素 cD- 
NA 为 探 针 ,筛选 果 蜗 ( Drosophila ) 的 基因 库 ,克隆 到 
了 果 强 的 羽化 激素 基因 ; 徐 卫 华 (1997) 根 据 家 看 
DH 基因 合成 引物 作 PCR 扩 增 时 看 { Bombyx man- 
darica ) 的 DH 基因 等 。 

因此 ,为 了 今后 从 分 子 水 平 上 阑 明 昨 虫 有 关 神 
经 肽 的 功能 和 作用 机 理 英 定 基础 ,我 们 构建 了 毛 足 
棒 角 蝗 的 基因 组 DNA 文库 , 酶 切 鉴定 结果 表明 基因 
组 文库 构建 成 功 , 现 报告 如 下 。 


1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 材料 

从 内 蒙古 锡林郭勒 采集 毛 足 棒 角 蝗 作为 实验 材 
料 。 头 部 ` 姑 和 内 脏 组 织 从 蝗虫 虫 体 分 离 后 ,剩余 虫 
体 组 织 用 于 基因 组 DNA 提取 。 
1.2 基因 组 DNA 抽 提 

取 5g 蝗虫 组 织 在 不 锈 钢 研 钵 中 加 入 液 氮 后 粉 
碎 。 粉 末 悬 浮 在 15 mL N 缓冲 液 i40 mmol/L Tris. 
Cl pH 8.0;5 mmol/L MgCl;12.5 台 薛 精 ;25%% 甘油， 
3 mmol/L DTT) 中 。 用 4 层 纱 布 过 波 除 去 杂质 后 离 
心 ,沉淀 重 悬 在 3 mL 抽 提 缓冲 液 (20 mmoL/L Tris 
Cl,pH 8.0; 100 mmol/L EDTA ,pH 8.0;0.5% SDS) 
中 ,经 RNase A ,蛋白 酶 K 处 理 后 酚 : 氯 仿 抽 提 , 经 透 
析 后 用 0.4 名 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 DNA 分 子 量 
大 小 (Jacquelyn et al. ,1990)。 
1.3 基因 组 DNA 的 部 分 消化 和 10 ~ 20 kb 片段 的 

回收 

先进 行 一 系列 小 规模 实验 来 确定 产生 10 ~ 20 
kb 片段 的 最 佳 酶 量 。 取 200 ng 高 分 子 量 DNA 用 
Sau3AI 酶 进行 部 分 消化 ,经 酚 : 氯 仿 抽 提 ,乙醇 沉淀 


后 ,部 分 酶 切 样品 小 心 加 在 10% ~ 40 驴 芒 精 密度 梯 
度 上 。205 25 000 r/min 离心 22 上 ,分 管 收集 梯度 
离心 样品 ,0.8 名 琼脂 糖 凝 胶 电 访 分 析 含 有 10 ~ 20 
kb DNA 片段 的 管子 。 
1.4 DNA 体外 连接 和 包装 

噬菌体 EMBL3 载体 和 包装 蛋白 系统 从 Promega 
公司 购买 。 在 离心 管 中 加 入 1.0 pg 10~ 20 kb DNA 
片段 .1.0 pg XEMBL3 载体 、1.0 pL 10x 连 接 酶 缓冲 
液 、T4 DNA 连接 酶 ,连接 反应 16 乞 过 夜 ,加 入 50 pL 
冰 上 刚 融 化 的 包装 蛋白 ,22 乞 保温 3h。 然 后 加 人 
445 pL 哈 菌 体 缓冲 液 和 25 pL 氨 仿 ,4 和 贮存 。 同 时 
测定 文库 滴 度 ,进行 文库 扩 增 ， 


2 结果 与 讨论 


2.1 基因 组 DNA 的 制备 .消化 和 分 级 分 离 

为 了 今后 克隆 毛 足 棒 角 蝗 的 FXPRL 类 神经 上肢 
基因 ,开始 构建 该 虫 的 基因 组 文库 。 首先 抽 提 高 分 
子 量 基因 组 DNA .透析 后 经 0.4% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 
检测 有 一 条 亮 带 , 大 小 在 100 kb 以 上 ,含量 约 为 100 
pgAPL。 这 说 明 抽 提 的 基因 组 DNA 符合 构建 基因 
库 要 求 。 

部 分 消化 预 实 验 中 , 1 pg 的 基因 组 DNA 与 
0.03 nL Sau3A 工 在 37 气温 育 1 h 的 酶 解 产物 经 
0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,大 部 分 片段 在 10 ~ 20 
kb。 所 以 ,大 规模 的 基因 组 DNA 在 此 条 件 下 酶 解 ， 
产物 经 10% ~ 40% 蔡 精密 度 梯度 离心 后 , 共 收 集 30 
管 。90% 的 DNA 片段 集中 在 第 7 管 到 第 21 管 , 回 
收 第 7~ 21 管 的 DNA 片段 ,0.8 驼 琼脂 糖 凝 胶 电泳 
DNA 片段 大 小 依次 递增 。 如 图 1 所 示 。 

2.2 DNA 片段 的 体外 连接 和 包装 

使 用 去 磷酸 化 的 EMBL3 载体 可 降低 非 重 组 噬 
菌 体 背 景 。 连 接 混合 物 的 包装 产物 的 滴 度 为 2x 105 
pfuxmL。 根 据 公 式 w=ln(1-P)vin(1l- 六 (其 中 己 
为 期 望 概率 ,y 为 单个 重组 体 中 的 播 人 片段 在 基因 
组 中 所 占 的 份额 比值 , w 是 所 需要 的 重组 体 数 目 ) 
计算 出 在 该 文库 中 任 一 给 定 DNA 序列 的 精确 概率 
为 99%( 萨 姆 布鲁克 等 ,1992)。 

2.3 ”基因 组 DNA 文库 的 特性 分 析 

随机 挑 取 8 个 独立 的 蜂 菌 斑 , 分 别 与 LE392 混 
合 培养 后 , 抽 提 噬菌体 DNA 用 Sa! 工 酶 消化 。 
0.8% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 分 析 表 明 , 所 有 的 克隆 都 含有 
插入 片段 ,插入 率 为 100%( 图 2)。 

基因 组 DNA 文 库 的 成 功 构建 在 很 大 程度 上 取 
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图 1 毛 足 棱角 蝗 基 因 组 DNA 片段 
的 页 和 糖 密度 榜 度 离心 结果 
Fig.1 Fractionated genomic DNA fragments of 

Dasyhippus barbipes by sucrose gradient 

centrifugation 
M:XDNA/ Hind 卫 ; 泳 道 1: 部 分 酶 解 的 DNA 片段; 泳 道 
2-7:; 梯 度 离心 醇 解 的 DNA 片段 。 
M:ADNA’ Hind 四: Lane 1: Unfractinnated partially digeat- 
ed genonuc DNA; Lane 2 - 7; Fractionated genomir DNA 
fragments - 


决 于 高 分 子 量 基因 组 DNA 的 抽 提 。 本 文 的 毛 足 棒 
角 蜂 高 分 子 量 基因 组 DNA 抽 提 是 在 EDTA 和 SDS 
作用 下 ,和 蛋白酶 消化 细胞 , 酚 :氯仿 抽 提 后 经 透析 
去 除 低 分 子 量 杂质 获得 的 。 抽 提 的 基因 组 DNA 经 
杉 切 后 与 棉铃 虫 的 DH cDNA 杂交 ,采用 低 严格 性 
洗 膜 的 条 件 , 出 现 了 较 弱 的 阳性 条 带 。 同 样 , 以 家 看 
DH cDNA 作 探 针 与 果 蜗 基因 组 DNA 杂交 ,也 发 现 
了 较 艇 .但 清楚 的 阳性 条 带 (Xu et ol. ,1995)。 由 于 
飞 星 . 果 蜗 与 家 看 .棉铃 虫 不 是 同一 个 目 ,杂交 信和 号 
较 弱 ,说 明 同 源 性 不 高 .但 是 阳性 杂交 条 带 的 出 现 
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图 2 基因 库 噬 菌 体 DNA 酶 切片 段 
Fig.2 Analysis of insert DNA fragments of Dasyhippus 
barbipes in the genomic DNA library 
泳 道 1 - 8: Seal I 酶 坷 片段 ,Lane 1 -38:Digeated DNA tragments. 


说 明 飞 蝗 、 果 蝇 都 含有 FXPRL 神经 肽 家 族 的 基因 。 

FXPRL 家 族 是 近年 来 才 出 现 的 一 个 神经 肽 家 
族 , 飞 蝗 的 Myotropin 和 Pyvrokinin 、 棉 铃 虫 的 DH .家 
春 的 DH 积 PBAN .玉米 夜 蛾 的 PBAN 积 粘 虫 的 
MRCH 在 多 肽 C 末端 都 具有 FXPRL 五 肽 序列 , 均 属 
于 FXPRL 神经 肽 家 族 、 分 析 Myotropin ,Pyrokinin、 
DH 和 PBAN 的 结构 和 功能 的 相关 性 , 发现 FXPRL 
是 多 肽 的 活性 中 心 ,改变 或 缺少 一 个 氨基 酸 ,生物 学 
活性 大 为 降低 ( 徐 卫 党 ,1997)。 

因此 ,为 了 从 分 子 术 平 上 更 好 地 阅 缀 蝗虫 神经 
肽 的 机 理 , 我 们 构建 了 毛 足 棒 角 蝗 的 基因 组 DNA 文 
库 , 用 棉铃 虫 DH cDNA 作 探 针 , 正 在 筛选 有 关 FX- 
PRL 神经 肽 家 族 的 基因 。 
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